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Die folgendon Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Ein- Oder mehrzellige Organismen zur Herstellung von Riboflavin 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen ein- oder 100 
mehrzelligen Organismus, insbesondere einen Mikroor- 
ganismus zur biotechnischen Herstellung von Riboflavin. 
Dieser zeichnet sich dadurch aus, dafc er einen derart ver- 
anderten Glycinstoffwechsel aufweist, daS seine Ribofla- 
vinsyntheseleistung ohne externe Zufuhr von Glycin mm- 
destens gleich derjenigen eines Wildtyps der Species 
Ashbya gossypii ATCC10895 ist f der unter Standardbedin- 
gungen unter Zugabe von 6 g/l externen Glycin gezuchtet 
wird. 
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Beschreibung 

Mik^SmeJ 5 &findUn8 bCtrifft eine " ein " odor me hrzelligen Oiganismus zur Herstellung von Riboflavin mittels 
5 Das Vitamin B 2 , auch Riboflavin genannt, ist fur Mensch und Tier essentiell. Bei Vitamin-B 2 -Mangel treten Entziin- 
t ^ffJEX* r" hensc hleimhaute, Risse in den Mundwinkeln, Juckreiz und Entziindungen in den Hautfalten 
u a _IIautschaden3mdehautentzundungen, verminderte Sehscharfe und Triibung derllornhau, auf. Bei Sauglingen und 
Kindern konnen WachstumsstiUstand und Gewichtsabnahme eintreten. Das Vitamin B 2 hat daher wirtschaftliche Bedeu- 
lung msbesondere als Vitammpraparat bei Vitaminmangel sowie als Futtermiuelzusalz. Daneben wird es auch als Le- 
io bensmitlelfarbstoff, beispielsweise in Mayonnaise, Eiscreme, Pudding etc., eingesetzt 

J^LI JJ H rSt p 1U K ng « VOn Rib f™ n e " tweder chemisch oder mikrobieU. Bei den chemischen HersteUungsverfah- 

ren wird das Riboflavin m der Rege in mehrstufigen Prozessen als reines Endprodukt gewonnen, wobei allerdings auch 

c^Lhe S 8C A H US i an 8 S P r0dUktC _ 7 iC b f P iclswci *= D-Wbose - eingesetzt werden miisscn. Daher ko.mnt die 
chemische Synthese des Riboflavms nur fur solche Anwendungszwecke in Betracht, ftir die reines Riboflavin notwendig 
15 ist, wie z. B. in der Humanmedizin. » 
Eine Alternative zur chemischen Herstellung des Riboflavins bietet die Herstellung dieses Stoffes durch Mikroorea- 
U^Z^l ""^ hlc \^ 1 ^ des Riboflavins eigne! sich insbesondere fur solche Falle, in denen eine hohe Rcin- 
heit dieser Substanz nicht erforderhch ist. Dies ist beispielsweise dann der Fall, wenn das Riboflavin als Zusatz zu Fut- 
termittelprodukten eingesetzt werden soli. In solchen Fallen hat die mikrobielle Herstellung des Riboflavins den Vorteil 
dafi diese Substanz ,n emem einstufigen ProzeB gewinnbar ist. Auch konnen als Ausgangsprodukte fur die mikrobielle 
Synlhcsc nachwachsende Rohstoflc, wie beispielsweise pflanzlichc Ole, eingescUl werden 

k>nn?nl rS M iU l rT Rib ° fla * ndurch | fermentation von Pilzen wie Ashbya gossypii oderEremothecium ashbyi ist be- 
kannt ( ITie Merck Index, Windholz et al., eds. Merck & Co. 

Seite 1183, 1983 A. Bacher, F Lingens, Augen. Chem. 1969, S. 393); aber auch Hefen, wie z. B. Candida oder Sac- 

cnaromyces, un d Baklcnen wie Clostridium, sind zur Ribo flavinnrodnkiinn geeigneO 

Zudem sind I Verfahren mit der Hefe Candida famata beispielsweise in der US 0523 1007 beschrieben. 
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•»"« ™i C wnuiua ramaia neispieisweise in der US 0523 1007 beschrieben 

TcS "f 0 v ' n -"° e fP roduzlerende Bakterienstamme sind beispielsweise in der EP 405370, GB 1434299 DE 34 ">0 310 
und EP 082 063 beschrieben, wobei die Stamme durch Transformation der Riboflavin-Biosynthese-Gene aus Bacillus 
30 mt ^k»™ n W !L « T e Prokar y° nten : Genc ™« fur ein rekombinantes Riboflavin-Hcrstellungsverfahrcn 
S ?^ ^ r y ? cerev,siae oder Ashbya gossypii ungeeignet. Daher wurden gemffi der WO 
93/03183 fur die Riboflavin-Biosynthese spezifische Gene aus einem Eukaryonten, namlich aus Saccharomyces cerevi- 
siae, isohert urn danut ein rekombinantes HersteUungsverfahren fur Riboflavin in einem eukaryontischen Produktions- 
organismus bereitzustellcn. Deraruge rekombiname HersteUungsverfahren haben fur die Riboflavin-Produklion iedoch 

,s iZ UuT^ T begrenZten Elf ° l *> wenn die Beteitstellung von Substrat fur die an der Riboflavin-Biosynthese spe- 
35 zilisch bcleiliglen Enzyme unzureichend ist. K 

Her Ar^^T?" ^T^' ' ? 6 l'.™ Micmbiai Technology, Peppier, HJ, pp.222-250 New York), daB der Zusatz 
fei ?r. ^ C1 " ^ Rlbo " av ' n - B > ldu ng von Ashbya gossypii steigert. Ein derartiges Verfahren ist jedoch nach- 

S & S teurerRohstoflf ist. Aus diesem Griinde war man bestrebt, durch Herstellung von Mutanten die 
Kiboflavin-Produktion zu optimiercn. 

k™ntc^ e T h , enP ™ chri ft. 195 25 281 ist ein Verfahren zur Herstellung von Riboflavin bekannt bei dem Mi- 
kroorganismen kuluviert werden, die resistent gegenuber auf Isocitrat Lyase hemmend wirkenden Substanzen sind 
Rihofl^ de f ch f"°ff enle 8 un f ^"^1 195 45 468.5-41 is, ein weiterhin Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von 
^p!p H v/r t an *u [^"^y^e-Aktivitat oder die Isocitratlyase-Genexpiession eines Riboflavin pfodu- 

zierenden Mikroorganismus erhoht .st. Aber auch im Vergleieh zu diesen Verfahren besteht noch ein Bedarf zu einer 
weiteren Optimierung der Riboflavin-Herstellung. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demgemaB, einen ein- oder mehrzelligen Oiganismus vorzuasweise einen 
IS—: ^technische Herstellung von Riboflavin zur Verfugung'u stellen, der ein? wefteTe Op S 

rung der R.boflav.n-B.ldung ermoghcht. Insbesondere sollte ein Onjanismus zur Verfugung gestellt werden der unter 
Einsparung von RohstofFen fur die Herstellung von Riboflavin geeignet ist und damit eine Produktion ermoglicht die «e 
genuber dem b.shengen Stand der Technik wirtschaftlicher ist. Vor allem soil der Organismus eine inXflelch zu Tn 
bishengen Orgamsmen erhohte Riboflavin-Bildung ohne Zusatz von Glycin erlauben 

t U / 8ab ? Z k a durch D ei " e " ein - <** mehrzeUigen Organismus gel6st, der einen derar, veranderten Glycinstoff- 
^ w m, a ' f selne A R 'boflavinsyntheseleistung ohne exteme Zufuhr von Glycin mindestens gleich derjenigen 
55 ^^^^^ gOSSyPU ATCC1 ° 895 Ut ' ^ — S-dardbedingungen unter Zuglbe von 

RnS u h nd n ^°r A 1 S c l M d H ardbedin f " gen t^l U,e c d ! e K ultivi emng in 500 ml Schiittelkolben mit zwei Schikanen bei 120 
I rS r™ ™° P™. Kolben 50 ml einer Losung von 10 g/1 Hefeextrakt entweder mit 10 g^ Glucose 
n I ?f Ja01 Clng ! Set2t - DlC Be,m P fun 8 erfol 8 l ™« 1% einer 16 h Kultur unter gleichen Bedingungen 
Das Ziel dieser angesttebten Veranderung des intrazellularen Glycinstoffwechsels kann mit den bekannten Methoden 

nZ ^T mV ' > m ° rgan ! Sme c ? rrCiCht Wefden - ° h - im einfac "sten Falle lassen sich entsprechendelZme 

nach der in der Mikrob.olog.e ublichen Selektion mittels Screening herstellen. Ebenso ist die Mutation mit anschlieBen 

S rr* "' D C ' e MUtati ° n kann hiCrbei SOW ° hl mittels chemischer als auch ^ physikaUscSutale- 
SSvW? E '" e J WCUere Me,h0de i8t die Selektion und Mutation mit anschlieBender Rekombination 

SchheBlich lassen sich die erfindungsgemaBen Organismen mittels Genmaniputation herstellen ^mmnanon. 

ak^Sn S.T 3 h W A d r 6 ' 9^™* derart verandert ' daB er intrazeUular Glycin in einer Menge erzeugt, die groBer 
UR, u ^ a Aufrechterhaltung seines Metabohsmus ist. Diese Erhohung der intrazeUula^en Glycinerzeugung 

laB s ch crfindungsgcmaB vorzugswcise dadurch erreichen, daB ein Otganismus hcrgcstcllt wird, bei dem die 52 
tivitat der ITireomn-Aldolase erhoht ist. Dies kann beispielsweise dadurch erreicht werden, daB durch VemndeZHes 
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SSTa^ *™*»t von Enz ymi „hi b i tore „ aufgehoben 

t££5E^ vo T sweise durch Mutation des — 

erzeugt werden, wie bdspieE^^ft^^ k assischcn Methoden ungerich.e, 

8e rcs^; d Tr • wie ^£EXs& ske^ 0 -^ gezieit ^ 

r ^-nin-Aldolase-Genkopien und/oder durch Ver- 
kann eine vf attorn P 08 ^ ^"fluMen. erreicht werden. So 
TranscripUonssignale eThoh, warden SS^STT- ^u 1 ^^ aM « Ba ' indem ins besondere die 
weise die StabilL der SSiTSS-S wiri e '" e VerStarkun « de ' T ™^°" moglich, indem beispiels- 

in ein Genkonstrukt bzw. in einen 

halt, insbesondere solche dfedfeoSSSSS £ST„ A m' <f" ? u «5? dnete ^gulatorisehe Gensequenzen ent- 
den^fr^^ 

Se^ 

homologe oder heterologe Komplementati™ etoer S^W ™ ?' ' f L D ' C Isol,erun g des kann durch 

dit durch Deletion, Iosenlon „nd Sub.drufl™ „™ AUdnmnoneii irafassen imbesondere Derivaie. 

weise dem Gen ein Promoter vorseschaltet «Mn I J.h W ? cend 5 DN A-Sequenz voigeschaltet. So kann beispiels- 
durch ein odcrn«^ KSS^TiS„^ ^ T,° t0r mk der a W*<™ Nukleoddsequenz 

enthalten und zufrransforma Ln e^Sa^ZS * e , r ~ ltJiCh ' die daS Th ™nin-Aldolase-Gen 

ZeUenenthaltendasCJenin^Uzlerba^rFo™ Th^SSS&ZV* ^ Transfor ™tion erhaltlichen 

^hhomologeRekombina^ 

■eic^^ ta-B-ta. G.ycinbiidung kann auch dadurch er- 

blockiert ist. DerartigeVrUonen lonS - wt be£ iu oben SS" 1 ^. ^ G |T Weni * Stens 
scheoderchemische Mutagene.se unaerichtet e^euB^vrewferT ^ i? • ^ i~ klass,schen Methoden durch physikali- 
ausiosende Chemikalien, &<£3^Z£Z^53^ M UV-Be.strah.ung oder mutations- 

wic Insertionen. Dele JncnIK ^ beis P iel ^eise durch Mutationen 

wir ftomotoien und IVanskriptionsESSchb^ ^ ' damU VCrbUnden rc S ulat °™<*<* Elcmcntcn 
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mertylphosphons^ ^^oS^S^^^^ °^ an ' Smen ' die Aipha-Amino- 

den erreiehen, tie sie in der Mikrobiologt aUgemet fblSind " ^ ^^-M^o- 

^SSS*^" bei de " ^hnebenen 0lg ani sm en erreiebl werden, wenn 

aus Ammoniak und SeXi? get^t'weS 3 S£ ST* ,mto *?" Bctad I und Optinrienmg der Glycinsynthe J 
Kombination zum Einsa.z kommen ^ L ° SU " gen k ° nnen alternativ - kumula »v Oder in beliebiger 

Vertahren einsetzbare Zellen handeln. Hierzu zahlen beispillswei^ PN™ Hefen R»£ 8 « tur ,. b,OIechn,sche 

sche Zellen. Erfindungsgemafi handelt es sich yo^SSZ^S^SSzS^^ Pnanzhche und tieri- 
von Puzen der Gal lung Ashbya. Hierbei istd ie SnezL A^U^T^™™*™™ V °" bM0Bd " bevorzugt 

Beispiel 1 

Selektionierung einer gegen Alpha- Anunomethylphosphonsaure (AMPS) resistenten Mutante 
thy*h<X^ 

ohne Hemmstoff gelbe und mil SX^fcS^h^ ^ aVm '?J ldUng . ' S ' dadUrCh erkennbar ' daB derPilz 
sienlen Organism n vereinze... A^^^!'^^ Z^£ff^^ ^, KS , 

flavin-Bildung wic der Wildtyp mit Glyein (vgl Fig I 1 n ) 5,Ubmerskultur zei « te *• Mut ™* °hne Glyein die gleiehe Ribo- 

vil^Te^X^ 7 Tp dtyP MUtante ergabe " *» auf 50% Akti- 

konnle, daB eine d^T^ Thre ° nin geZeigt Werden 
wird, kann die erhehte *boL V i„bi,« LtS g 

Das gemafi Tabelle 1 verwendete Minimalmedium setzt sich wie folgt zusammen: 
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Isolierung dcs GLYl-Gcns aus Ashbya gossypii 

bank von Ashbya gossypii transfonniert. Die Genbank beftaJd aS S t . orotsaureres 'stenz mft einer Gen- 

de, -uber Dichtegradiemenze ntrifugation 8-16 SSeS^^ffljr^ ver( ? al " er genomischer DNA, von 
Yep352 ligiert wordcn waren. Zucrst wurdcn Hip iw££- J L d ln den ml BamH l geschnitten Vektor 
SchriUerto.gtenaehReplikap.atderungrinSet 

25 ^ inpr0[K " ,he Kone isoliert weSen KurieCTKfo 70000 Urad '™°P"en KIo- 

„Se ^ igte ' daE die implementation pStatot Z ISST^ S °,T Reto ™fo™ation mil den 

G y s Z'XT m • k f' ne Threoni n-Aldolase-Aktivitat meSh^T^ * ™ «'y«nauxotrophen Saccharo- 
Genbankplasm.den transfbrmierten Stammen einedeutliche EnzvllcH^ ° te ' n) ' k ° nnte in den mit den ^erten 

^^'^"^ ein dem 

Beispiel 3 

Uberexpression des GLYl-Gens in Ashbya gossypii 

t^?^^T^ *Set TOF-SSSdd^ T G2 ° 3 ^ ^ WO 920037 9)- In die- 
in Ashbya gossypn funktioniert ein G418 Resistenzsen N^h t p ™ tltann ™««w ^ig. 3). Als Selektionsmarker 

TntnS e : der IS0 ^ ng VO " Ei " S ^^ mitdiesenTSd 
1 hreonin-Aidolase im Rohextrakt gemessen Im Verplei^h ,.7^ e,n . ke ""g "nd haploid sind, wurde die Aktivital der 
Stamm konnten bei A.g.pAG203GLYl sotlhl w L nem nw dem leeren Pla «"id PAG203 tmhmtotZ 

destens 10-fache Uberfxpr^ JET ^ ^ a ' S aUch « WachsL aSS^Tn- 

Beispiel 4 

Steig eru „g der Riboflavin-Bildung durch GLYl-Oberexpression und FUt.erung von TWnin 

Glukose als Kohlenstoffquelle von A J.pAG^OIGLYl etwa donn^I^"' 11 ? o " er Threonin wur de bei Wachstum auf 
GraramproLi tC rGlycin(Fig.5).DerTiCt cinc^Wi^ ^ Riboflavin gebildet als bei ZugabeTon 6 

— Z e,g,en diesen Bffek, nich, Oie Analysed K^^JS^Jg 
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nur noch etwa 6 mM der gefutterten 52 mM Threonin ubrig waren und uberraschenderweise die Glycinkonzentration 
von 2 mM auf 42 mM zugenommen hatte. Diese Eqgebnisse zeigten eine Limitierung der Glycinbildung durch Threonin, 
die Funktionsfahigkeit der uberexprimierten Threonin- Aldolase, eine bessere Wirksamkeit intrazellular gebildeten Gly- 
cins im Vergleich zu extrazellular gefuttertem und den massiven Export von Glycin durch die Pilzzellen. 

5 

Bei spiel 5 
Hemmung des Glycinex ports 

10 Wurde der Threoninaldolase liberexprimierende Stamm A,g.pAG203GLYl auf Sojaol anstatt wie in Beispiel 4 auf 
Glucose geziichtet, so ergab sich keine Steigerung derRiboflavinbildung bei Futterung von Threonin, die die mil Glycin 
iibertraf (Fig. 6). Die Analyse des Mediums zeigte aber, daB das Threonin bis auf etwa 13 mM abgebaut wurde. Eine Li- 
mitierung im Threonin kann also nicht vorgelegen haben. Glcichzeitig wurde gefundcn, daB das extrazcllularc Glycin 
von 2 auf etwa 44 mM zugenommen hatte. Es war also alles gebildete Glycin vom Pilz in das Medium exportiert worden. 

15 Dieser Export HeB sich durch Vorlage von Glycin im Medium hemmen, was sich dann bei gleicher Threoninaufnahme in 
einer deutlich erhohten Riboflavinbildung auswirkte (Tabelle 2). Um auszuschlieBen, daB nur das vorgelegte Glycin fur 
die gesteigerte Produktion veranlwortlich ist, wurde in einer Konlrolle soviel Glycin vorgelegt, wie im Experiment mil 
Glycin und Threonin letztlich an Glycin entstand. Dieser Befund unterstreicht, daB intrazellular gebildetes Glycin viel 
wirksamer ist als extrazellular zugegebenes. 

20 

Beispiel 6 

Steigerung der Riboflavin-Bildung durch Selektion von (5-Hydroxy-Norvalin resistenten Mutanten. 
Da nicht die Threoninumsetzung zu Glycin, sondern die Threoninsynthese als erstes die Glycinbildung iimitierte, 
.25 wurdc-niiLdciii^hra^ 

malmedium, das 2,5 mM p-Hydroxy-Norvalin enthielt, war das radiare Wachstum deutlich gehemmt. An den Kolonie- 
randern bildeten sich spontan Mutanten, die besser wuchsen. Durch Isolierung von Sporen und erneute Selektion lieBen 
sich stabile Mutanten erzeugen, die auf dem Minimalmedium p-Hydroxy-Norvalin deutlich besser wuchsen als die Ei- 
ternstamme (Fig. 8). Eine Untersuchung der Riboflavinbildung zeigte eine deutliche Steigerung der Produkti vital. So bil- 
30 dete der Stamm HNV-TB-25 in Minimalmedium mit Sojaol 41 ± 1 1 mg/l Riboflavin wahrend sein Elternstamm nur 1 8 ± 
3 mg/l produzierte. Auch der Abkommling HNV-TB-29 zeigt mit 116 ± 4 mg/l eine deutliche Steigerung gegenuber sei- 
nem Ursprungsstamm Ita-GS-01, der nur 62 ± 10 mgA bildete. 
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Tabelle 1 : 


l 3 C-Anreicherung in den C-Atomen von Serin, Threonin und 




Glycin nach Wachstum von A. gossypii ATC10895 auf den angegebenen 




Medien und anschlieBender Totalhydrolyse der resultierenden Biomasse. 




(MM: Minimalmedium; HE: Hefeextrakt; YNB: Yeast Nitrogen Base; 


40 


n. b.: nicht bestimmt) 








Medium 


MM + 0,2 g/1 HE 


MM + 0,2 g/1 YNB 


45 






+ 1 g/1 Ethanol 


+ 1 g/1 Ethanol 








+ 2,7 mg/l '3C 2 -Serin 


+ 2,6 mg/l ^Cx-Threonin 




Serin 


Ci 


1,1 


4,9 


50 




c 2 


5,9 


1,1 






c 3 


1,1 


1,1 


55 


Threonin 


Ci 


n.b. 


39,0 




c 2 




1,1 






c 3 




1,1 






c 4 




1,1 


60 












i Glycin 




1,1 


7,1 




t 


c 2 


4,3 


1,1 
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J^beUe 2: Ebflufi von Threonin- und Glycin-Supplementation auf die 
Riboflavinbildung bei gleichzeitiger Uberexpression voa GLY1 



Stamm 


Kohlen- 

stoff- 

quelle 


t-0 
Supple- 
ment 


t = 72h 

Riboflavin 

[mg/1] 


t = 72h 

Gly 

[mM] 


t=72h 

Thr 

[mM] 


WT 


SojaSl 


80 mM Gly 
50mMThr 


22 ±1 




42 ±0 


130 mM nix/ 




129 ±2 


n. d. 


Glucose 


oU mM Gly 
SOmMThr 


5±1 


80 ±0 


35±0 


! 10 mM CHxr 


/ ± 1 


126 ± 2 


n. d. 


AgpAG 
203 GLY1 


Sojaol 


80 mM Gly 
50mMThr 


31 ±0 


117±2 


11±1 


130 mM Gly 


20 ±3 


129 ± 1 


n. d. 


Glucose 


80 mM Gly 
50 mMThr 


40± 1 


113 ±2 


12 ±0,7 


130 mM Gly 


9±1 


129 ±3 


n. d. 



n. d. = nicht detektierbar 



Erlauterungen zu den Figuren 



tan* S kl^ wm ild ^ 8 der „ ASh X a f? s yP H - Stamme ATCC 1089 5 (Wildtyp, WT) und der AMPS-resistenten Mu- 
tente AMPS-MN-01 mit oder ohne 6 g/1 Glycin nach Wachstum auf Vollmedium mil 10 g/l Sojaol als Kohlenstoffquelle 
Die MeBwerte stammen aus drei unabhangigen Experimenten. H 
nl'f'n^'o ^ Ge "° m ^ on 0 A shb y a gossypii. Die Klone GB 7-1 und GB 26-9 sowie der 3,7 Kb HindllT-Sub- 

klon GB-26-9-6 komplementieren d,e S. cerevisiae-Mutante. GB-26-9-6 wurde ganz, GB 7-1 zur \fervollstandigung des 
C- lerminus von GLY1 sequenziert. 6 6 

NukkoHd^qie S n7 tidSeqUenZ d3V ° n abge ' eitete Ami nosaure S equenz des A. gossypii GLY 1 -Gens sowie flankierende 

Fig. 3 Schematische Darstellung der Konstruktion des Vektores P AG203GLY1 zur Uberexpression des GLY 1 -Genes 
in A. gossypii. r 

Fig 4 Vergleich von Ashbya gossypii Wildtyp (gefullte Symbole) und A.g.pAG203GLYl (leere Symbole) beziiglich 

dhm! St 1C ^/l°Soja61 " "pezifischer Akti vital der Threonin- Aldolase wahrend einer Kulti vierung auf \bllme- 

nAP™^^'"? ^^Wldung der Ashbya gossypii-Slamme ATGC 10895 (Wildtyp), pAG203 und 
menlrun ^>i TtI " .^J* mit 10 g/1 Glucose als C-QueUe und Glycin- bz^ThLninsupple- 

mentierung. Die Tabelle zeigt die Glycin- und Threomnkonzentrationen im Medium jeweils vor und nach der KulHvie- 
rU Fi« ! wltlvZZT^T u " d ^^^^bweichungen sind das Eigebnis dreier unabhangiger Bxperimente. 
nAnmfm K ? , Riboflavinbildung der Ashbya gossypii-Stamme ATCC 10895 (Wildtyp), pAG203 und 
PAG203GLY1 be. Kul ivierung auf Vollmedium mit 10 g/1 Glucose als C-Quelle und Glycin- bzw. Threoninsupplemen- 
t.crung. Die Tabcl c zeigt die Glycin- und Threoninkonzentrationen im Medium jeweilsvor und nach ^rKukWc^ng 
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen sind das Etgebnis dreier unabhangiger Experiment 
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tiSa^SS^ p k A fl Shby !f^ SyPii WUdtyP (gefUllte Symbole) und AMPS-resistenter Mutante AMPS-NM-01 be- 
zughch Wachstum, Riboflavmbildung sow.e spezifische AktivitSten derThreonin Aldolase, Serin Hydroxvmethvltrans 
ferase und Glutama! Glj»xytot Aminotransferase w^derKuldviBn^mtf Mrfln^ndt lO^^K 
werte stammen aus drei unabhangigen Experimenten. 

Fig 8 Wirkung von 0-Hydroxy-Norvalin auf Ashbya gossypii Wachstum von Wildtyp (W) und HNV-TB-25 (m a ,if 
einer Agarplatte mit Minimalmedium, das 2,5 g/1 Glucose und 2,5 mM 0-Hydroxynorvalin enthUL 

T TGCCATTAAT GACCGGGAGC CTGAAGGTGT -1201 

GTGATGAACA AGCCAGTCTT CCCCGCGCGT CGCCAACTGC TCGTCATATA ATCC CGGAAA -11*1 

AGCTCGCATT AGGTGAAATT TTTCTTAGGA ATTACATCTG CTACTGACAA AACTAAGTAA -1081 

AAGCTCCGAT AGGTAGCCGT GCTGCCGAGC ACCTGCCTAA TACACGCAGG CGCCATACAC -1021 

TAT TTAAGCA CAATGTTATC GCCCCGCAGC TTGAGGTATT CCTGGTCGAT GCCAGGTGTC -961 

ATAGGCTTGA TCACCAGCGA GTAGACCTCA CTATTGTAGA AGCGCAGCCC GTTGCTGGGG -901 

GACTTGTAGC GCGCCTTGAG CCCCGTGATG TCGCAGTAGC GTTTCACGGG ATACTGCGAT -841 

GGTGGCGCCT GAATGTTGAA GTATGTCAGC TTCGTGCGCC CTGCGTCACG CCCGGCTTCC -781 

GACTGTGCCT CTGTCGTGAG CCGTTTCCAC TCGTCTGTCA GAAGCTGACG TGTCGGCTTG -721 

TGGCGGCGCG TGGGTTTCTT CCACGTGGGC GACTTGAAGT CGCTACGACT GGTATCP TTA -661 

CGTGCTGCAA TCGCTCGGAG GTTCTCCATC TGGGGTCCAC GGTCGCTCGT TGATCTGTCT -601 

ATCTCGAAAT CCCTGCCCAG ATGTACTCCC ATGTTATCAC GTGACCACAC GCCGTTTTCG -541 

TGTGTAGTGA TGCAGATGGT TCTAGAGCAT CACGTGGCTT ACATAGCTTT GTTACATAAT -481 

CGATTTTCCG CAGGAGCGTT ACGTCCAACG GTCGTTCTGT GCCAAAAGCA ACAACTGAGC -421 

GTCAGGCGGC CGTCTCCCCA GACACGCTCC GCCCCAAACT GAGCTCCACG CGGCCTTCTG -361 

TCCGAGTTAA GTTCCTCCCC GCTCGTCAGC ACGGGGTCTT TCGTCGCCTA TCCTCCTGCA -301 

GCGTTCGCTA CTGCAGATCG TGAGCAGTGG CACCCGCGAC CAAAAAAAGA AATTATGTTC -241 

CTTACGCAAG GAATATGCCT CGCGCCATGC CATCGCAAAG AGTGATGCCG CAGAGGTTGC -181 

TTCTGCGAGG CAACTCCTGG GCAATAGGGT GGAAAATTCA GCTTGGGCTT ATATAAAAGA -121 

AACCGTTCGA GCTCGTCGGA GCCAGGTGGA AAATTTTTCG TAACGTAGGT AGAGGTTATA -61 

GTTAGCGTCA GTCTCTTTTC TGCCAAGCTG CTACAGTTGA CTACAAGTAA CAAACCCAGG -1 
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GTC GGG TCG CAC AAG TTC ATA AAG AAG GCG AAC CAC TTC AGA AAG CAG 
225 Val Gly Ser His Lys Phe He I*ys Lys Ala Asn His Phe Arg Lys Gin 

CAA GGT GGT GGT GTC AGA CAG TCT GGT ATG ATG TGC AAG ATG GCG ATG 
241 Gin Gly Gly Gly Val Arg Gin Ser Gly Met Met Cys Lys Met Ala Met 

GTG GCT ATC CAG GGT GAC TGG AAG GGC AAG ATG AGG CGT TCG CAC AGA 
257 Val Ala He Gin Gly Asp Trp Lys Gly Lys Met Arg Arg Ser His Arg 

ATG GCT CAC GAG CTG GCC AGA TTT TGC GCA GAG CAC GGC ATC CCA TTG 
273 Met Ala His Glu Leu Ala Arg Phe Cys Ala Glu His Gly He Pro Leu 



289 



GAG TCG CCT GCT GAC ACC AAC TTT GTC TTT TTG GAC TTG CAG AAG AGC 
Glu Ser Pro Ala Asp Thr Asn Phe Val Phe Leu Asp Leu Gin Lys Ser 



AAG ATG AAC CCT GAC GTG CTC GTC AAG AAG AGT TTG AAG TAC GGC TGC 
305 Lys Met Asn Pro Asp Val Leu Val Lys Ly3 Ser Leu Lys Tyr Gly Cys 

AAG CTA ATG GGC GGG CGT GTC TCC TTC CAC TAC CAG ATA TCT GAG GAG 
321 Lys Leu Met Gly Gly Arg Val Ser Phe His Tyr Gin He Ser Glu Glu 
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TCC CTT GAG AAG ATC AAG CAG GCC ATC CTA GAG GCG TTC GAG TAC TCG 
Ser Leu Glu Lys He Lys Gin Ala He Leu Glu Ala Phe Glu Tyr Ser 



AAG AAG AAC CCT TAC GAT GAA AAC GGC CCC ACG AAG ATC TAC AGA AGT 

353 Lys Lys Asn Pro Tyr Asp Glu Asn Gly Pro Thr Lys He Tyr Arg Ser 

GAG TCC GCT GAC GCT GTG GGT GAG ATC AAG ACC TAC AAG TAT TAA 

joa cm nxa j-ls^j «j.a vo.x uxy ui u xxc Java hij- J>yj. J-iyo j. y 
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Figur 2b 



Patentanspriiche 
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1. Ein- oder mehrzelliger Organismus, insbesondere Mikroorganismus, zur biotechnischen Herstellung von Ribo- 
flavin dadurch gekennzeichnet, daB cr einen derart veranderten Glycinstoffwcchsel aufwcist, daB seine Ribofla- 
vinsyntheseleistung ohne externe Zufuhr von Glycin mindestens gleich derjenigen eines Wildtyps der Species 40 
Ashbya gossypii ATCC 10895 ist, der unter Standardbedingungen unter Zugabe von 6 g/1 externen Glycin gezuchtet 
wird. 

2. Ein- Oder mehrzelliger Organismus nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB bei ihm die intrazellulare 
Synthese des Glycins erhoht und/oder der intrazellulare Abbau des Glycins und/oder der Transport, des Glycins aus 

der Zeile wenigstens teilweise gehemmt ist. 45 

3. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB er eine er- 
hohte Threonin- Aldolase- Aktivitat aufweist. 

4. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB bei ihm die 
intrazellulare Serinbildung aus Glycin wenigstens teilweise blockiert ist. 

5. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB bei ihm die Serinhydrox- 50 
ymethyltransferase- Aktivitat wenigstens teilweise blockiert ist. 

6. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach einem der Anspriiche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB er resistent 
gegen Glycin- Antimetaboliten ist. 

7. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB er gegenuber Alpha- Amino- 
methylphosphonsaure oder Alpha-Aminosulfonsaure, 0-Hydroxy-Norvalin und/oder andere Threonin- und/oder 
Lysin-Analogen resistent ist. 

8. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Pilz 
vorzugsweise aus der Gattung Ashbya ist. 

9. Ein- oder mehrzelliger Organismus nach einem der Anspriiche 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, daB er ein Pilz 
der Spezies Ashbya gossypii ist. 

10. Threonin- Aldolase-Gen mit einer fur die in Fig. 2b angegebenen Aminosauresequenz und deren Allelvariation 
kodierenden Nukleotidsequenz. 

11. Threonin-Aldolase-Gen nach Anspruch 10 mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 1 bis 1149 gem. der Fig. 
2b oder einer im wesentlichen gleich wirkenden DNA-Sequenz. 

12. Threonin-Aldolase-Gen nach einem der Anspriiche 10 oder 11 mit einem vorgeschalteten Promotor der Nu- 65 
kleotidsequenz mit Nukleotid- 123 1 bis - 1 gem. der Fig. 2b oder einer im wesentlichen gleich wirkenden DNA-Se- 
quenz. 

13. Threonin-Aldolase-Gen nach einem der Anspriiche 10 bis 12 mit diesem zugeordneten regulatorischen Gense- 
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quenzen 



14 e Gen-Slruktur enthaltend ein Threonin-Aldolase-Gen nach einem der Anspruche 10 bis 13. 
15. Vektor enthaltend ein Threonin-Aldolase-Gen nach einem der Anspruche 10 b.s 13 oder eine Gen-Struktur 

™ h S£ilL Organismus zur Herstellung von Riboflavin enthaltend in replizierbarer Form ein Threonin-Al- 
dolase-Gen nach einem der Anspruche 10 bis 1 3 oder eine Gen-Struktur nach Anspruch 14 
17 Transformierter Organismus nach Anspruch 16 enthaltend einen Vektor nach Anspruch 15. 
is! Verfahren zur Herstellung von Riboflavin, dadurch gekennzeichnet, daB em Organismus gem. emem der An- 

T^AtoJrtS^^ Riboflavin produzierenden ein- oder mehrzelligen Organismus dadurch ge- 
kennSnrdaB er so verander. wird. daB er einen derart veranderten Glycinstoffwechsel autwe.st, daB seme Rt- 
SavSntheseleistung ohne externe Zufuhr von Glycin mindestens gleich derjenige » 

Ashbya gossypii ATCC10895 in. der unter Standardbedingungen unler Zugabc von 6 g/l externcn Glycin gezuchtU 

S^Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Veranderung des Organismus mittels gentech- 

"ftrShtntch^cm der AnsprUche 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, daB die Veranderung des Organis- 
mus durch Austausch des Promotors und/oder Erhdhung der Genkopienzahl erzielt wird. 

02 Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB durch die Anderung des endoge- 
nen Threonin-Aldolase-Gens ein Enzym mit erhohter Aktivitat erzeugt wird. 

Verfren nach einen. der Anspruche 19 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB durch die Anderung des endoge- 
nen Serinhy^oxymethyltransferasegens die Aktivitat der Serinhydroxyme.hyltransfera.se wemgstens teilweise 

^Ve^ndung des Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 9 sowie 16 und 17 zur Herstellung von Ribofla- 

Verwendung des Threonin-Aldolase-Gens nach einem der Anspruche lObis nll^Gw-SmtmrwirXn^ 
spruch 14 zur Herstellung eines Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 9 sowie 16 und 17. 
26 Verwendung des Vektors nach Anspruch 15 zur Herstellung eines Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 



9 sowie 16 und 17. 
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Stamm 


Medium 


vor Kultivierung 
Gly [mM] Thr [mM] 


nacfa. Kultivierung 
Gly [mM] Thr [mM] 


A. g. WT 

A. g. pAG203GLYl 


+ 6g/l Gly 
+ 6 g/1 Thr 

+ 6g/I Gly 
+ 6 g/1 Thr 


2 1,6 
82 1,6 

2 51,6 

2 1,6 
82 1,6 

2 51,6 


2,3 ±0,04 0,18 ±0,08 
79,6 ±0,8 1,2 ±0,1 
6,3 ± 0,3 32,0 ± la 
4,0 ±0,08 0,1 4 ±0,01 

80.2 ±0,7 0 ±0 

41.3 ±0,7 6,1 ±1,0 
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Stamm 


Medium 


vorKultivierung 
Gly [mM] Thr [mM] 


nach Kultivierung 
Gly [mM] Thr [mM] 


A. g.ATCC 10895 
A. g. pAG203GLYl 


+ 6 gA Gly 
+ 6 g/lThr 

+ 6 gA Gly 
+ 6 gA liar 


2 1,6 
82 1,6 
2 51,6 
2 1,6 
82 1,6 
2 51,6 


2,4 ±0,03 0 ±0 
76,5 ±0,4 0 ± 0 
5,6 ±0,7 42,8 4 1,0 
4,0 ±0,06 0 ±0 
78,3 ±2,0 0 ±0 
44,0 ±4,1 12,6 ±1,8 



Fig. 6 
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